干扰素和沙利度胺广泛应用于临床抗肿瘤治疗。干扰素有调节免疫、增强NK细胞对肿瘤细胞杀伤及诱导肿瘤细胞凋亡等作用。沙利度胺有调节免疫、破坏肿瘤生长微环境的作用。前期，我们在临床工作中应用干扰素联合沙利度胺治疗复发/难治性非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin lymphoma，NHL）取得了良好的效果[@b1]。在本实验中我们采用不同浓度的干扰素和沙利度胺体外单独及联合作用于B细胞淋巴瘤细胞株OCI-LY7细胞，观察对OCI-LY7细胞增殖及凋亡的影响并分析其相关机制，为临床治疗方案提供一定的实验依据。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞培养：OCI-LY7细胞于含10%胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 µg/ml链霉素的IMDM培养基，37 °C、5% CO~2~、饱和湿度条件下培养，36\~48 h传代1次。取对数生长期细胞进行后续实验。

2．CCK-8法检测细胞增殖抑制率：试剂盒购自上海贝博生物科技有限公司，按试剂盒说明进行操作。实验分组：①对照组：不加药物细胞组；②干扰素单药组：不同浓度干扰素（100、500、1 000、2 000、5 000 U/ml）作用细胞组；③沙利度胺单药组：不同浓度沙利度胺（10、50、100、200、300 µg/ml）作用细胞组；④空白组：加入等量的培养基。各组均设4个复孔，实验重复3次。采用酶标仪（美国Bio-Tek公司产品）检测在450 nm波长处吸光度（*A*）值。去掉每组1个相对异常的数值，根据以下公式计算各组的24 h和48 h的增殖抑制率。

$$细胞增殖抑制率(\%) = (1 - \frac{A_{实验组} - A_{空白组}}{A_{对照组} - A_{空白组}}) \times 100\%$$

应用同样的方法检测不同浓度干扰素（1000、2000 U/ml）联合沙利度胺（200 µg/ml）对OCI-LY7细胞作用48 h的增殖抑制率，并与单药作用组结果进行比较。两种药物之间的相互作用黄金公式如下：

$$\text{Q=}\frac{\text{E}(a + b)}{Ea + Eb - (Ea \times Eb)}$$

Ea、Eb为沙利度胺或干扰素单药组的抑制率，E（a+b）为联合用药组的抑制率。

当Q\<0.85时，两种药物为拮抗作用；当0.85≤Q\<1.15时，两种药物为单纯相加作用；当Q≥1.15时，两种药物为协同作用。

3．ELISA法检测上清液中血管内皮生长因子（VEGF）水平：试剂盒购自上海生工生物工程股份有限公司，按试剂盒说明进行操作。实验分组：①对照组：不加药物细胞组；②干扰素单药组：2 000 U/ml干扰素作用细胞组；③沙利度胺单药组：200 µg/ml沙利度胺作用细胞组；④联合作用组：2 000 U/ml干扰素+200 µg/ml沙利度胺联合作用细胞组。作用48 h后检测各组上清液中的VEGF含量。每组设置3个复孔，实验重复3次。

4．流式细胞术检测细胞凋亡率：实验分组：①对照组：不加药物细胞组；②干扰素单药组：不同浓度干扰素（100、500、1 000、2 000、5 000 U/ml）作用细胞组；③沙利度胺单药组：200 µg/ml沙利度胺作用细胞组；④联合作用组：不同浓度干扰素（100、500、1 000、2 000、5 000 U/ml）+200 µg/ml沙利度胺联合作用细胞组。作用48 h后，按Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡检测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司产品）说明书进行操作，双染法标记细胞。上流式细胞仪（美国Bekman公司产品）检测。激发波长Ex=488 nm，发射波长Em=530 nm，同时设立空白细胞组、单标PI组以及单标Annexin Ⅴ-FITC组进行荧光信号补偿。每组设3个复孔。

5．Western blot法检测相关蛋白的表达：实验分组同方法3。应用全蛋白提取试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司产品）提取细胞总蛋白，检测并调整蛋白浓度，−80 °C保存。参考文献[@b2]相关实验步骤进行Bcl-2、Bax、caspase-3、p-P38、P38等蛋白表达水平的检测。

6．统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学处理，采用独立样本*t*检验分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．沙利度胺和干扰素对OCI-LY7细胞增殖的影响：10\~200 µg/ml沙利度胺和100\~2 000 U/ml干扰素分别作用OCI-LY7细胞24、48 h，均能呈浓度依赖性地抑制其增殖，且作用48 h的增殖抑制作用要明显强于作用24 h；\>200 µg/ml沙利度胺或\>2 000 U/ml干扰素作用于OCI-LY7细胞，其抑制作用出现平台期（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### CCK-8法检测不同浓度的沙利度胺或干扰素作用不同时间对OCI-LY7细胞增殖抑制率的影响（%，*x*±*s*）

  组别            作用时间     *t*值        *P*值    
  --------------- ------------ ------------ -------- --------
  沙利度胺                                           
   10 µg/ml组     3.87±0.63    5.03±0.82    −3.37    \<0.05
   50 µg/ml组     6.56±0.75    10.21±0.98   −8.87    \<0.05
   100 µg/ml组    8.62±0.77    15.81±1.02   −16.88   \<0.05
   200 µg/ml组    10.40±1.05   19.50±1.44   −15.32   \<0.05
   300 µg/ml组    10.53±1.23   19.30±1.36   −14.35   \<0.05
  干扰素                                             
   100 U/ml组     7.62±0.89    13.21±1.18   −11.35   \<0.05
   500 U/ml组     12.51±1.06   21.57±2.89   −8.83    \<0.05
   1 000 U/ml组   18.63±2.21   31.05±2.77   −10.51   \<0.05
   2 000 U/ml组   25.54±2.35   43.21±2.65   −14.97   \<0.05
   5 000 U/ml组   26.61±2.28   45.06±3.72   −12.69   \<0.05

注：每组设4个复孔，实验重复3次

200 µg/ml沙利度胺分别联合1 000、2 000 U/ml干扰素作用OCI-LY7细胞48 h，其增殖抑制率分别为（55.46±4.61）%、（67.23±4.21）%，联合组的增殖抑制率明显高于沙利度胺单药作用组\[（19.50±1.44）%，*t*=22.34或32.18，*P*\<0.05\]和1 000 U/ml干扰素单药作用组\[（31.05±2.77）%，*t*=13.62，*P*\<0.05\]、2 000 U/ml干扰素单药作用组\[（43.21±2.65）%，*t*=14.49，*P*\<0.05\]，差异均有统计学意义。根据两药相互作用黄金公式计算：200 µg/ml沙利度胺+1 000 U/ml干扰素，Q=1.245\>1.15；200 µg/ml沙利度胺+2 000 U/ml干扰素，Q=1.238\>1.15。结果显示联合用药下，沙利度胺和干扰素对OCI-LY7细胞增殖具有协同抑制作用。

2．沙利度胺和干扰素对VEGF表达水平的影响：与对照组比较，2 000 U/ml干扰素和200 µg/ml沙利度胺单药作用组、两药联合作用组OCI-LY7细胞上清液中的VEGF表达水平均降低（*P*值均\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![ELISA法检测干扰素和沙利度胺作用48 h后对OCI-LY7细胞血管内皮生长因子（VEGF）表达水平的影响（每组设3个复孔，实验重复3次）\
1：对照组；2：200 µg/ml 沙利度胺作用组；3：2 000 U/ml干扰素作用组；4：200 µg/ml沙利度胺+2 000 U/ml干扰素作用组](cjh-38-04-343-g001){#figure1}

3．干扰素和沙利度胺对OCI-LY7细胞凋亡的影响：干扰素单药作用OCI-LY7细胞48 h的凋亡率随浓度增加而增加，在浓度为2 000\~5 000 U/ml范围内出现平台期。200 µg/ml沙利度胺单药作用OCI-LY7细胞48 h的凋亡率为（15.09±1.31）%。两药联合，干扰素浓度为100 U/ml时，0.85≤Q\<1.15，两药有相加作用；干扰素浓度\>100 U/ml时，Q\>1.15，两药有协同作用。与干扰素和沙利度胺单药组比较，联合用药组的细胞凋亡率增加（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 流式细胞术检测沙利度胺（200 µg/ml）联合不同浓度干扰素作用48 h对OCI-LY7细胞凋亡率的影响（%，*x*±*s*）

  组别           干扰素浓度（U/ml）                                                       
  -------------- -------------------- ------------ ------------ ------------ ------------ ------------
  干扰素单药组   3.20±0.46            8.61±0.56    14.03±1.03   21.71±1.23   29.65±2.89   31.19±3.11
  两药联合组     15.09±1.31           21.03±1.08   29.66±2.77   43.78±1.82   49.03±3.62   51.52±4.14
                                                                                          
  *t*值          −25.69               −30.63       −15.87       −30.14       −12.55       −11.78
  *P*值          \<0.05               \<0.05       \<0.05       \<0.05       \<0.05       \<0.05

注：每组设3个复孔，实验重复3次

4．干扰素和沙利度胺对OCI-LY7细胞凋亡相关蛋白表达的影响：结果显示，与对照组比较，干扰素（2 000 U/ml）、沙利度胺（200 µg/ml）单药组及两药联合组均可不同程度下调P38、Bcl-2表达，上调Bax、caspase-3、p-P38表达；两药联合处理组下调P38、Bcl-2表达及上调Bax、caspase-3、p-P38表达的幅度均大于干扰素、沙利度胺单药处理组（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测沙利度胺和干扰素对OCI-LY7细胞凋亡相关蛋白表达的影响\
1：对照组；2：200 µg/ml沙利度胺作用组；3：2 000 U/ml干扰素作用组；4：200 µg/ml沙利度胺+2 000 U/ml干扰素作用组](cjh-38-04-343-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

干扰素和沙利度胺均为临床中常见的抗肿瘤药物。徐皓等[@b2]发现干扰素联合沙利度胺在体外实验中能协同抑制白血病细胞株Kasumi-1细胞的增殖，促进其凋亡，并调节相关凋亡蛋白的表达。在本实验中，我们以B细胞淋巴瘤细胞株OCI-LY7细胞为研究对象，采用不同浓度的干扰素和沙利度胺，单药或联合处理，发现两药均在特定的浓度范围内能够呈浓度依赖性地抑制OCI-LY7细胞的增殖，促进其凋亡，超过一定浓度后抑制作用出现平台期，且两药联合具有协同作用。

干扰素作为一种免疫调节因子，在淋巴瘤的治疗中应用较为广泛。它和肿瘤坏死因子（TNF-α）具有协同作用，能直接抑制肿瘤细胞的生长，还可通过调节免疫系统，增强NK细胞的活性，间接增强对肿瘤细胞的杀伤作用；可通过抑制VEGF、b-成纤维细胞生长因子（FGF）的分泌，来抑制肿瘤血管的生成，破坏肿瘤生长微环境。另外，干扰素还可以通过调节IL-2、IL-6的分泌，激活caspase依赖的凋亡通路等多种途径抑制肿瘤细胞生长，诱导肿瘤细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用[@b3]。

沙利度胺可诱导T细胞和NK细胞产生干扰素-γ和IL-2，抑制肿瘤的生长；增强NK细胞和细胞毒性T细胞（CTL）的杀伤活性[@b4]。VEGF对血管的生成有促进作用，能和特异性的受体结合刺激信号转导，在肿瘤的生长过程中发挥重要作用。有研究表明，侵袭性淋巴瘤的VEGF水平偏高，高水平的VEGF通常与预后差有关。沙利度胺能够抑制其分泌，从而抑制血管生成[@b5]。沙利度胺还能减少整合素亚基的合成，阻止肿瘤的转移和细胞的恶变。现沙利度胺已被纳入多发性骨髓瘤的一线治疗中，新的研究还表明，沙利度胺还可通过环氧化物酶2途径，降低瘤内微血管的密度，从而抑制肿瘤的生长[@b6]。

一项沙利度胺联合CHOP方案治疗弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）的Ⅱ期临床试验，65例患者中32例采用沙利度胺联合CHOP方案治疗，33例为对照组（采用单独CHOP方案治疗），试验组的总反应率和完全缓解率分别为96.7%和80.6%，显著高于对照组的78.9%和57.8%，差异均有统计学意义，结果表明沙利度胺能增强DLBCL患者对CHOP方案的敏感性[@b7]。易成华等[@b8]应用沙利度胺联合CHOP方案或单纯的CHOP方案治疗46例DLBCL患者，结果显示联合组患者的治疗缓解率为72%，远高于对照组的30%，差异有统计学意义。张盈[@b9]对1例经多周期化疗并多次复发的难治性DLBCL患者应用沙利度胺（100 mg，每日1次，口服）单药维持治疗，获得了较长时间的完全缓解，效果良好。caspase-3作为caspase家族中重要的凋亡执行分子，接受上游caspase分子的信号从而被激活，引发染色质凝集、核固缩、核碎裂等形态学变化最终导致细胞凋亡。我们的实验结果显示，干扰素联合沙利度胺使caspase-3活化量增加，说明caspase系统参与细胞的凋亡。

Bcl-2基因是与细胞的凋亡作用有关的基因，目前已经发现的Bcl-2蛋白家族功能分两类，一类像Bcl-2一样具有抑制凋亡作用，而另一类像Bax一样具有促凋亡作用。Bcl-2可增强细胞对多数DNA损伤因子的抵抗性，抑制大多数化疗药物所致的靶细胞凋亡[@b10]。p53蛋白是DNA损伤的一个分子传感器，Bcl-2能抑制p53介导的凋亡，但不能抑制p53向核内转位或者p53介导的生长停滞，可能Bcl-2的作用是在DNA损伤后，阻止激活凋亡机制的信号到达其靶分子。Bax是Bcl-2家族的一种促凋亡蛋白，可以拮抗Bcl-2的细胞保护作用，在线粒体凋亡途径中发挥着重要作用。Billard等[@b11]通过研究发现，40%\~65%的DLBCL患者出现Bcl-2蛋白过度表达现象，与肿瘤细胞对利妥昔单抗及化疗药物耐药有关。一些新的抑制Bcl-2靶向药物，如ABT-737、ABT-199、GX15-070等在动物实验和人体实验中显示对复发/难治性DLBCL患者的肿瘤细胞有抑制增殖和促进凋亡的作用[@b12]。P38是分裂原激活的蛋白激酶（MARK）家族的成员，主要存在于细胞质中，接受底物活化后转入细胞核，通过磷酸化发挥生物学效应。P38 MAPK通路在caspase上下游均能发挥作用，是调控细胞增殖、分化、凋亡等过程重要的信号通路[@b13]。我们的实验结果显示干扰素联合沙利度胺可下调Bcl-2的表达，上调Bax、p-P38的表达，两药联合对OCI-LY7细胞的增殖抑制、促进凋亡作用可能是通过caspase依赖的线粒体途径、P38 MAPK通路及抑制细胞分泌VEGF完成的。
